































kinase kinase kinaば (MAPKKK)，MAP kinase kinase (MAPKK)， MAP kinase，の 3段
階のキナーゼによって構成される。 MAPkina犯は、 MAPKK、MAPKAPK(MAP 











なる性質を持つと考えられる。この結合を dockinginteractionと呼ぶ。 MAPkinase 
分子の dockingsiteはgroove状の構造をしており、 dockinggrooveと命名した。

























MAP kinase (Mitogen Activated Protein kinase)カスケードは、MAPkinase kinase 






MAPKKがMAPKをリン酸化し、活性化する(図 A)0 MAP kinase分子には、 ERK
(extracellular signal-regulated kinase)， p38， JNKJSAPK (cサunN-terminal kinase/stress 
activated protein kinase)， ERK5IBMK 1 (big MAP kinase)の4つのサブファミリーが
存在し、 ERKおよび ERK5は主に細胞増殖刺激によって活性化され、 p38，
JNKJSAPKは主にストレス刺激や炎症性サイトカインによって活性化される
(Sturgill and Wu 1991 ~ Ahn et al. 1992; Nishida and Gotoh 1993~ Marshall 1995~ 




1998; Schaeffer and Weber 1999)0 MAPKKは、日甫乳類において 7種類報告されて
おり、活性化する MAPkinaseに特異性がある。 MEKI，2は ERKを活性化し、
MKK3、MKK6は p38を活性化し、 SEKl、MKK7は JNK/SAPKを活性化する













Rafが活性化し、活性化した Rafが MAPKKである MEKをリン酸化し、 MEK
が ERKをリン酸化し活性化する。しかし、 Rasによる Rafの活性化機構は正確














をリン酸化する。 例えば、 RSK2は EGF刺激によって ERKによってリン酸化
され、活性化し、ヒストン H3をリン酸化しクロマチンの構造に変化をもたら















phosphataseであり、 MAPkinaseに特異的な dualspecificity phosphataseとしては









および晴乳類において p38CShiozaki and Russel 1995; Takekawa et al. 1998; Nguyen 
and Shiozaki 1999; Takekawa et al. 2000) を不活性化するという報告があり、例










1995; Hunter 2000; Pawson and Nash 2000)0 MAP kinaseにおいては、キナーゼド
メイン以外には既知のドメイン構造をもたず、かつ、その 3次元構造は globular
なものであり、特徴的な構造を示さない (Zhanget al. 1994; Wilson et al. 1996; 
Wang et al. 1997; Xie et al. 1998)。しかしながら、 MAPkinaseカスケードは、多
くの分子を含んだ独立したシグナル伝達のモジュールと考えられる。よって、
カスケードに内在的に、シグナルの受け渡しの正確さと効率を保証する分子的





を活性化するが、 p38や JNK/SAPKは活性化しなし )0 また、 MAPkinaseは転写
因子をはじめ、数多くの基質をリン画変化するが、 MAPkinaseファミリ一分子間
で基質に対する特異性が厳密に存在する。例えば、 ERKは MAPKAPKの一つ












(Bardwell and Thomer 1996; Fukuda et al. 1997; Muda et al. 1998; Pulido et al. 1998; 
Xia and Karin 1998; Gavin and Nebreda 1999; Holland and Cooper 1999; Jacobs et al 
1999; Smith et al. 1999; Zuniga et al. 1999)・0 例えば、 MEKIはERK2と結合する




メインが ERK2との結合部位であることが知られている (Fukudaet al. 1997; 




ることが報告されている (Fukudaet a1. 1997) 0 SEK υMKK4では、ト87番目ま
でのアミノ酸が JNKlSAPKとの結合部位として報告されている (Xiaand Karin 
1998) 0 MAPKKファミリーの N端の配列を比較すると、リジンやアルギニン
といった正の電荷を持つアミノ酸のクラスターが保存されており、この部分が
MAP kinaseファミリーとの相互作用に必要な部分ではないかと予想された
(Bardwell and Thomer 1996; Holland and Cooper 1999)。また、 MKP-3に関して
は、 phosphatasedomain外の N端側の 150アミノ酸ほどの領域が ERK2との結
合に必要十分であり、この領域によって MKP-3の ERKに対する特異性が規定





私は、 p38に結合する新規 dualspecificity phosphatase、MKP-5をtwo-hybrid






























から、 MAPkinase上の dockingsiteをCDdomain (Common Docking domain)と名
























MEKl 、 ERK2~ま XenoIヲus 、 p38 、 3pk 、 MNKl 、 RSK2 、 PRAK、 MSKl 、 2 、








NIH3T3細胞は Dulbecco'smodified Eagle's medium、100/0calf serumで培養し
た。 COS7細胞は Dulbecco'smodified Eagle's medium、150/0fetal calf serumで培養
した。 ~B-Raf:ER cells (Pritchard et al. 1995)はDulbecco'smodified Eagle's medium、





共発現した細胞 (60mm dish)を50mM Hepes (pH 7.4)、 100/0glycerol、 2mM 
EGTA、2mM MgC2、1% NP-40、1mM PMSF、20μg/mlaprotininのバッファー




aprotinin.で溶解し、 5μgのanti-c-Mycantibody (9E 1 0)(Santa Cruz)、5μgのanti-
HA antibody (12CA5)もしくは 5μgのanti-Flagantibody (Kodak)およびprotein




細胞は 20mM Tris-HCl、pH7.5、 12 mM 2-glycerophosphate、 150 mM NaCI、
1.5 mM MgCl2、2mM EGTA、 10mM NaF、 1% TritonX-lOO、1mMPMSF、lmM
sodium vanadate、20μg/mlaprotininのバッファーで溶解し、タグのついたタン
パク質をそれぞれのタグに対する抗体で免疫沈降した。免疫沈降物を TBS(20 
mM Tris-HCI， pH 7.5、0.5M NaCl、1mMPMSF、2mM DTT、1mM sodium vanadate、
20μg/ml aprotinin)で2回洗い、 Tris-バッファーで 1回洗った。免疫沈降物をキ
ナーゼ反応バッファー(20mM Tris-HCI、pH7.5、10mM MgC12、100μMATP(2μCi




細胞は 50mM Hepes (pH 7.4)、 10%glycerol、 2 mM EGTA、2mM MgC2、1%
NP-40、1mM PMSF、20μg/mlaprotininのバッファーで溶解した。溶解した細






GST-ERK2 (1 mg) をMEKlのN端ペフチド(5mM)と、 20mMHEPES pH 7.3、
5n1MEDC、5n1Msulfo-NHS、のバッファー中、室温で 45分間インキュベー卜し




した抗体と 40Cで 12時間インキュベートした後、 0.5%Tween-TBSで洗い、 5%
skim milkで希釈した 2次抗体 (HRP) (Amersham) と室温にて反応させ、 ECL






MAP kinaseカスケードを構成する分子における MAPkinase docking siteの
予想。
我々 は、 MAPKKファミリーの N 末端に保存されているリジン、アルギニ
ンといった正の電荷を持ったアミノ酸のクラスターを、新規にクローニングし
てきた MAPK-phosphataseである MKP-5の一次配列上に見い出した(参考文献
(Tanoue et al. 1999))。この配列と相同な配列をその他の報告されているすべて
の MKPファミリ一分子の相同な領域に見い出した(図 1)。さらに同様の配列
を報告されているすべての MAPKAPKの配列にも見い出し、この配列が MAP
kinase docking siteであると予想、をたてた (Table1，図 2)。また、 MAPkinase側
のdockingsi teに関して考察した。MAPkinaseと相互作用する分子の MAPkinase 
docking siteが正の電荷によって特徴づけられ、かつ、酵素活性ドメインの外に
存在することから(図 2A)、それに対応する MAPkinase側の dockingsiteは負
の電荷のクラスターをもち、酵素活性ドメインの外に存在することが予想され
る。かつ、 MAPkinase docking siteが、結合する MAPkinase分子の種類如何に
よらずある程度共通の配列を持っていることから、 MAPkinase側の dockingsite 
も MAPkinse分子問である程度保存された配列であることが予想できる。我々
は、 MAPkinse分子のキナーゼドメイン外のカルボキシル末端側に、ファミリ
一間で保存された負の電荷のクラスターを見い出した(図 2B)0 MAP kinaseフ
ァミリ一分子の ERK2、p38α、JNK3に関して立体構造が報告されているが、
いず、れにおいても、この負の電荷のクラスターはその側鎖が分子の表面に露出
しており、キナーゼの活性中心とは離れた部分に存在する (Zanget al. 1994; 
Wilson et al. 1996; Wang et al. 1997; Xie et al. 1998) (図3)。よってこの領域はMAP
15 
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Red ; positively charged amino acids of MAPK docking sites 
Green ; I，L，V or M (hydrohobic) 




































































-phosphataseであり、 MNKlは ERKおよび p38に特異的な MAPKAPKである
(Kosako et al. 1993; Muda et al. 1996; Fukunaga and Hunter 1997; Waskiewicz et al. 
1997)。この三者における MAPKdocking siteと予想される配列内のリジンもし
くはアルギニンをメチオニンに置換したコンストラクトおよび、 ERK2上の
docking siteと予想される配列内のアスパラギン酸の一つ (0321) をアスパラギ
ンに置換したコンストラクトを作成した(図 4A)0 ERK2の立体構造から、 0321
および 0324の側鎖が分子表面に露出しており、 0323は分子の内部に埋まって
いる(図 3、5)。これらのタンパク質の野生型および変異体の結合能を検討し
た結果、 MEKl、MKP-3、MNKlのMAPKdocking siteの変異体は ERK2との結
合がみられず、かつ、 ERK20321Nはこの三者との結合能が野生型の ERK2と
比べるとかなり落ちることがわかった(図 4B、C、0)0 また、 ERK2の 0321
と0324の両方を Nに置換したものは、個々に置換したもの(ERK20321Nおよ
び ERK20324N)に比べて結合能が弱まった(図 4E)。以上の結果から MEKl、
MKP-3、MNKlのリジン、アルギニン残基および ERK2のアスパラギン酸がそ
れぞれ結合に必要であることが示された。
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Figu陀 4，A， ERK2、 MEKl、MKP-3、MNKl上の予想されるdockingsite。星印は電荷を持ったアミノ








次に、 MEKlの ERK2結合部位が ERK2上の MEKlの結合部位と直接結合
するかどうかを検討した。大腸菌で発現し精製した MEKlの N端ト32アミノ
酸の GST融合タンパク質を用いて、 GST-pull down assayを行った。すると、野




の予想をつぎに検証した。 ERK2と MEKlの N端ト1 アミノ酸からなるペプ





は変異型の MEK1ペフチドとの架橋が検出されなかった(図 5C)。よって、 ERK2
の 0321および 0324とMEK1の N端のアルギニンが直接結合することが強く
示唆された。架橋されたバンドは野生型の ERK2よりも低分子量の位置に現れ
るが(図 5C、星印)、これは、 ERK20321，324Nが野生型の ERK2よりも低分
子量の位置に現れることを考えると自然なことである。さらに、 ERK2とMEK1，
MKP-3、MNK1との結合が MEKlの N端ペフチドによって競合的に阻害され
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Figure 5， A， E問。とp38の立体構造。星印は酵素活性の中心、矢印がCOdomain内の負の電荷を持つ
アミノ酸 (ERK2においては0321、0324、p38においては0313、0315、0316) 0 B， GST-MEKlの
N端側1-30アミノ酸によるpull-downassay 0 ERK2野生型 (wt)もしくはE問。0321，324N(mut)を細
胞に発現し、 GST-MEK1(1-30)でpulトdownした。共沈してきたERK2をαHA抗体で検出(上のパネ














生型の MEKlもしくは docking不能型の MEKlとERK2を共発現し、血清刺激
による ERK2の活性化を検討したところ、 Oocking不能型 MEKl は野生型の
MEKl と比べて、 ERK2を活性化する効率が低いことが示された(図 6A)。ま










はり、野生型の ERK2に比べて、 COdomainの欠損型の ERK2(ERK20321 ，324N 
および ERK2Sev(ERK20324N))は MEKl によるリン酸化の程度が低かった
(Sevenmakerについては考察において述べる) (図 6C)。また、 ERK2の野生型
および COdomainの変異型を細胞に発現し、血清刺激による活性化を MBPを
基質として計った。すると、野生型の ERK2に比べて、 COdomainの変異型の
ERK2は活性化の程度が低かった(図 60)。以上のことから、 ERK2と MEKl
18 
A B GST-ERK2 wt ロmt
hとg巳 10田0 園・圃幽
詰 60 0.62 
~ ~ 40 Activated MEKI 
E-伺q乙，J a 20 
8asal activitv of -・-・M8Pwt mut (MEK1) ERK2 E三3制 ophosphorylation
wt mut 
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|世一一| 5i喝きz詰 150 1 0.88 0.71 
HA-MEKl SDSE 
E ~ HA-ERK2 明il Sev mut 。
GST-MNKll 一首脳 wt mut (ERK2) 
0.1 0.06 
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M8P 田・・圃1 0.96 0.94 
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Figure 6， A， MEKlによるERK2の活性化。野生型(wt) もしくは変異型 (mut)のMEKlとERK2を細
胞に共発現し、血清を抜いたあと(1 2時間)、血清刺激を加え(15分)、 ERK2の活性をキナーゼ
アッセイ法で検討した。 3回の独立した実験結果をグラフに表した。 B.GST-ERK2の、 invitroでの
MEKlによるリン酸化。活性化したMEKlはdB-Raf:ER細胞に発現し、エストロゲンで刺激した後に
免疫沈降することによって用意した。 GST-ERK2野生型 (wt)、GST-ERK2D321，324N (mut)に関し
て、 MBPを基質として検討した。また、 GST-ERK2のMBPに対するbasal活性 (MBP)および自己リ
ン酸化活性 (autophosphorylation)を計った (Basalactivity of ERK2) 0 C， Bと同様のことを活性型
MEKl (MEK1SDSE)を使用して検討した。 GST-ERK2野生型 (wt)、D321，324N(mut)、Sev(D324 
N)に関して検討した。 D，ERK2の野生型 (wt) もしくは変異型 (D321，324N)を細胞に発現し、血清






し、血清を抜いたあと (12時間)、 TPAを加え(15分)、 ERK2の活性をMBPを基質とするキナーゼ
アッセイ法で検討した (Activity) 0 MKP-3の野生型 (wt)および変異型 (mut)に関して検討した。
HA-ERK2の発現量 (αHA(IP))、およびMKP-3の発現量 (αMyc(whole))を確認した。 G，MKP-3によ
るERK2変異体の不活性化。 Fと同様にERK2の活性をMBPを基質とするキナーゼアッセイ法で検討し





ERK2 を~B-Raf: ER 細胞に発現し、エストロゲンで刺激することによって活性
化し、免疫沈降し、 GST-MNKIに対するリン酸化能を検討した。 CDdomainの
欠損型の ERK2(ERK2D321 ，324Nおよび ERK2Sev(D324N)) は野生型の ERK2
に比べて、MNKlに対するリン酸化能が低いことが確かめられた(図 6E)oMKP-3 
に関しても、 docking不能型 MKP-3は ERK2を不活性化する能力が低く、 CD
domainの欠損型の ERK2は野生型の ERK2に比べて MKP-3による不活性化の
効率が低かった(図 6F、G)。以上、 ERK2に関して、 CDdomainを介する docking
interactionが効率の良い酵素反応に必要であることが確かめられた。
p38および JNK/SAPKにおいても CDdomainは保存されている。





のを p38mut2と呼ぶ。 p38およびJNKlSAPK特異的な dualspecificity phosphatase 









1996) 0 GST融合タンパク質による pull-downassayの系を使った。野生型の MKK6
はGST-p38と結合したが、 p38docking siteと予想される配列のアルギニンをメ
チオニンに置換した変異型 MKK6(MKK6mut)は結合が見られなかった(図 8B)。
また、 p38の野生型は GST-MKK6と結合がみられたが、 p38のCOdomainの変
異体 (p38mut2) は結合しなかった(図 7B)。さらに、 ERKと p38特異的な
MAPKAPKである MNKlとの結合を検討した。 p38の野生型と MNKlは結合す
るが、 p38のCOdomainの変異体 (p38mut2)は結合しなかった(図 70)0MNKl 
のMAPKdocking siteの変異体 (MNKlmut)はp38と結合しなかった(図 70)。
つぎに、 JNK2とJNKJSAPKに特異的な MAPKKである SEKlIMKK4との結合
をGST融合タンパク質による pulトdownassayの系によって観察した。 JNK2の
野生型は GST-SEKlと結合したが、 JNK2の COdomainの変異体 (JNK2mut)
は結合が弱まった(図 7E)。また、 MKP-5との結合も同様にしらべたところ、
JNK2の野生型は MKP-5と結合したが、 CDdomainの変異体 (JNK2mut) は結
合が弱まった(図 7E)。さらに、細胞に共発現し共沈の系であるが、 MKP-5の





れるが、 CDdomainの変異体 (p38mut2)は野生型の MKP-5による不活性化の
効率が野生型同士に比べると下がり、また、 MKP-5の MAPKdocking siteの変
異体 (MKP-5mut)は野生型よりも p38を不活性化する効率が下がった(図 8A)。
さらに、 MAPKdocking siteの変異体の MNKlは、 p38を活性化する刺激である
浸透圧刺激による活性化が野生型よりも低かった(図 8B)。以上の結果から、
CO domainを介する dockinginteractionが、 ERK2の場合と同様に、 p38pathway 
20 
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Figure 7， A， MAP kinaseファミリーのCDdomainの比較。分子の表面に露出していると考えられる負の
電荷を持つアミノ酸を赤色で示した。 B，MKK6とp38の結合。 GST-p38により、細胞に発現したHA-
MKK6をpull-downした。 HA-MKK6野生型 (wt)および変異型 (mut)に関して検討した(上の2つの
パネル) 0 GST-MKK6により、細胞に発現したHA-p38をpull-downした。 HA-p38野生型 (wt)および
変異型 (mut)に関して検討した(下の 2つのパネル) 0 C， p38とMKP-5の結合。 p38の野生型 (wt)
および変異型 (mut1もしくはmut2)とMKP-5の野生型 (wt)および、変異型 (mut)の結合をFigure1 
Bと同様に検討した。 D，p38とMNKlの結合に関して、 Cと同様に検討した。 E，SEKl/M阻(4もしくは
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Figu問 8，A， MKP-5によるp38の不活性化。細胞にp38とMKP-5を共発現し、浸透圧刺激による p38の
活性化をHis-ATF2を基質として検討した (Activity) 0 MKP-5とp38の、細胞にtransfectionする
DNAの量の比を、 p38を一定にしてふった (MKP-5/HA-p38) 0 p38の免疫沈降量 (α札制IP))および
MKP-5の発現量 (αMyc(whole))を検討した。 p38の野生型とMKP-5の野生型(上)、 p38の野生型と
MKP-5の変異型(中)、 p38の変異型 (mut2)とMKP-5の野生型(下)の組み合わせに関して検討し





次に、 CDdOnlainを介する dockinginteractionがその他の MAPKAPKにおい
ても共通の機構であるのかを確かめるために、まず、 p38に特異的な MAPKAPK
である MAPKAPK-3/3pkとの結合を検討した。 MAPKAPK-3には C端の MAPK
o docking siteと予想、される部位に 5つのアルギニン残基が存在する。この5つを
すべてメチオニンに置換したコンストラクトを作製し(図 9A)、p38との結合
を、共発現、共沈の系で調べたところ、野生型同士は結合するが、変異体の 3pk
は結合がみられなかった(図 10A)。この結果から、 MNKlの場合と同様に 3pk
においても C端のアルギニンのクラスターが MAPKdocking siteとして機能す
ることが確かめられた。また、 p38の CDdomainの変異体 (p38CDm) と 3pk
の結合を検討したところ、 MNKlの場合は結合がほとんど観察されなかった(図
7D)のに対して、 3pkの場合は野生型に比べて結合は弱まるものの、かなりの







この 2つのアミノ酸をスレオニンに置換した変異体 p38(p38ETDT)、CDdonlain 
の変異体 (p38CDm)および両方を置換した変異体 p38(p38all)を作製した(図
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Figure 10 A， p38とMAPKAPK-3/3pkの結合。 p38wt、ETDT、CDm、alと3pkのwtもしくはmutとの結
合を共発現、共沈の系で検討した。 s，GST-3pkによるp38のpull-downo HA-p38wt、ETDT、CDm、
alをそれぞ、れ細胞に発現し、そのlysateを使ってGST-3pkによるpull-downassayを行った。結合した
HA-p38をαHAでdetectした (αHA) 0 p38の発現量は一定である (αHA(whole)) 0 C， GST-3pkCtに
よるp38のpull-down0 p38wt、ETDT、CDm、alを細胞に発現し、 Bと同様に検討した。
10A)。さらに、 GST-pulldownの系においても、 p38wt、p38ETDT、p38CDm、
p38allのJI員に結合が弱まった(図 10B)。以上の結果から、 CDdOOlainとEDsite 
の両方がp38と3悼の dockinginteractionには必要であることが考えられる。 CD
domainおよびEDsiteと3pk上の p38docking siteとの直接の結合を検討するた
めに 3pkのC端と GSTの融合タンパク質 (GST-3pkCt)を大腸菌で発現し、精
製した。この GST-3pkCtと野生型 p38は結合したが、 p38ETDT、p38CDm、p38all








加えると、野生型 3pkは効率良く活性化されるが、 dockingdeficient 3pkは活性
を計ることができなかった(図 l1A)。また、 invitroにおいて野生型 3pkは活
性化したp38によって効率良くリン酸化されるが、 dockingdeficient 3pkはリン
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Myc-3pk wtとmutの発現量は同程度である (αMyc)0 B， p38による3pkのinvitroでのリン酸化。 3pkの
野生型およびmutを細胞に発現し、回収した (αMyc(lP)) 0 GST -p38をHis-MKK6によりinvitroで活
性化し、用意した。活性化したGST-p38による3pkのリン酸化能を検討した(上のパネル) 0 C， p38 
の変異体による3pkのinvitroでのリン酸化。同じ量のp38を細胞に発現し、免疫沈降により回収した
(IP(westem))後、 invitroでHis-MKK6により活性化した。 p38のリン酸化は同程度であり (α-p-p3
8)、MBPにたいするリン酸化能も同程度であった (MBP)。これらのp38によるGST-3pkに対する








MAPKAPK-3と非常に相向性の高い MAPKAPKである MAPKAPK-2の C端
の配列が NLS(nuclear localization signal) として機能するという報告がなされ
ており、この部分は MAPKdocking siteであると予想される配列と重なっている。
MAPKAPK-2のC端には NES配列 (nuclearexport signal)が存在し (NLS配列
よりも N端側)、さらに p38によるリン酸化部位も存在する。 MAPKAPK-2は
刺激が入ると p38によってリン酸化され、その結果、 NESが露出し、核から出





docking siteの変異体は細胞質と核の両方に局在する(図 12B)。よって、 MAPK
docking siteのアルギニンのクラスターは NLSとしての役割も果たしているこ
とが強く示唆される。また、 3pkの C端の配列を GFPに繋いだタンパク質
(GFP-3pkCt) を細胞に発現すると細胞質に局在し、 LMB(Leptomycine B (NES 
依存的な核外移行の阻害剤)を加えることによって核内に移行することから、 3pk
の C端にも NESが存在し、さらに、浸透圧刺激によって全長の 3pkは核外へ
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Figure 12， A， GFP-3pkCtを細胞に発現し、局イ主を観察した。 LMB(8 ng/ml)を加える前 (11:) と後
(イi) の細胞。 8，GFP-3pkの浸透圧刺激前後の局イ'1:0 GFP-3pk¥¥'t (1:の2つのパネル)とGFP-3pkmut












がなかった(図 12B)。この結果は dockingdeficient 3pkは p38によるリン酸化
の効率が下がるという invitroでの結果をさらに補強するものである。また、
MAPK docking siteとNLSが重なっているということから、 p38とNLSに作用




能型 (p38KD(K53M)) を発現しても野生型と同様に、 3pkの局在は細胞質と核
の両方にみられた。よって p38のキナーゼ活性は必要ないことがわかった。以
上の結果から、 p38の結合によって 3pkの NLSがマスクされ、局在が規定され
ることが示された。
ED siteは p38と ERK2の 3pkに対する dockinginteractionの特異性を規定
する。
p38の EDsiteに対応するアミノ酸は ERK2においては 2つのスレオニンで
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Figure 13， A， ERK2の立体構造。黄色がCDdomain、白色がEDσT)siteである。 B，p38とERK2のED
siteとCDdomainのアミノ酸配列の比較。 C，ERK2および、p38と3pkの結合。 p38wt、ERK2wt、p38like-
ERK2に関して検討した。 D，ERK2の変異体と3pkの結合。 HA-ERK2wt、SD、TETD、p38Iike-ERK2と




用した。 20μlの系に6、3、2、1、0.5附の 3pkを入れた。 F，共発現の系による、 3pkの活性化。細胞











合が強まった(図 13D)。よって、 ED(TT) siteの方が dockinginteractionの特異
性を規定していると考えることができる。次に、 dockingが強くなったことが
酵素反応にどのような影響をおよぼすか検討した。活性化した ERK2の野生型










の寄与について検討を加えた。 p38特異的な MAPKAPKである MSK2(Deak et al. 
1998; Pierrat et al. 1999) との結合を共発現、共沈の系を用いて検討した。 p38の
野生型およびp38ETDTはMSK2と結合したが、 p38Cdn1は結合しなかった(図










かとなった。つぎに、 p38特異的な MAPKAPKである PRAKに関して検討した
(New et al. 1998) 0 p38の野生型は PRAKと結合したが、 ERKlike-p38および
ERK2の野生型は結合がみられず、また、 p381ike-ERK2は野生型 ERK2と比べ
ると結合能が増加した(図 15D)。さらに ERK2と p38の両方に特異的な
MAPKAPKである MSKlに関して結合を検討した (Deaket al. 1998; New et al. 
1999)。野生型の p38はMSKlと結合し、 p38ETDTはその結合がさらに強まり、
p38の CDmは結合がみられなかった(図 16A)。また、 ERKlike-p38は野生型
と比べて結合が強く、また、 p38like-ERK2も野生型と比べると結合が強まった
(図 16B)0 ERK2においても CDdomainは MSKlとの結合に必要である。以
上の結果から、 CDdomainはp38とERK2のいずれにおいても MSKlとの結合
に必要であるが、 EDsiteは結合には関与するものの、それぞれで異なる使われ
方をしていると考えられる。次に、 ERKに特異的な MAPKAPKである RSK2に
関して結合を検討した。野生型の ERK2は野生型の RSK2と結合するが、野生
型の p38およびERK-likep38は結合しなかった(図 17A) 0 p38like-ERK2は野生
型と比べると結合が弱まったが、結合が完全になくなるわけではない。よって、
RSK2と MAPkinaseの dockinginteractionの特異性を規定しているのは CD
domainと EDsiteの負の電荷を持つアミノ酸以外のアミノ酸であると考えられ
る。 ERK2のCDdomainの変異体は RSK2との結合がみられなかったので、 CD
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た。野生型の ERK2および野生型の p38は MNKlと結合し、 ERKlike-p38は結
合が弱まり、 p381ikeERK2は野生型と同じ程度の結合能を持っている(図 16D)。






関与を検討した。 ERK2の野生型は MKP-3と結合するが、 p38like-ERK2は結合
が野生型よりも弱まった。また、野生型および ERK2様 p38のいずれも結合が
みられなかった(図 18A)。さらに MAPkinaseとMKP-5に関して検討すると、
p38の野生型は MKP-5と結合し、 p38ETDTも同程度に結合した。また、 ERK2
の野生型は結合がみられず、 p38like-ERK2は野生型の ERK2よりは結合がみら
れた(図 18B)。よって MAPkinaseとMKP-3および MKP-5との結合において
は、 CDdomainとEDsiteの負の電荷によって dockinginteractionの特異性がす
べて説明できるわけではないことが示された。さらに、 p38と JNK/SAPKに特
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phosphatase上の MAPKdocking siteを同定した。いずれの dockingsiteも、酵素















を dockinggrooveと名付けた(図 3，19)0 MAP kinaseと相互作用する分子の
docking siteを構成するアミノ酸の違いと dockinggrooveを形成するアミノ酸の
種類によって dockinginteractionの特異性および強度が決定されるものと考えら
れる。 Dockinggroove内の負の電荷の数は ERK2が 3つで、 p38が6つである

























な MKPであると考えられていたが、最近になって、 JNKJSAPKおよび p38に
対する特異性が強いとの認識で一致している (Campset al. 2000)。この事実をも
とに考えてみると、特異性の緩い分子の場合、 dockinggrooveにある程度“は
まる"ことが可能であり、静電結合の強度を変えることによって結合が強まる































ERK2のgain-of-functionを示す (Brunneret al. 1994)。従来、 galn-oιfunctionの
形質の理由としては、 ERK2の、 phosphataseによる不活性化に対する感受性が
















存在する(図 19参照)。また、 N端の dockingsiteが欠失した MKK7のsplicing





てリン酸化されると MAPkinaseに対する docking能を失う。さらに、 MAPkinase 
を不活性化する分子として dualspecificity phosphataseとtyrosinephosphatase以





する。 MEKlのN端側の 1-32アミノ酸は、 ERK2のdockingsiteであるが、こ
の dockingsiteを介して MEKlは ERK2を細胞質にアンカーしている。刺激が
はいると ERK2はMEKlから離れ、核へと移行する CFukudaet al. 1997)。また、
















であることが報告されている (Kallunkiet al. 1996; Yang et al. 1998; Yang et al. 
1999)。一般に、 kinaseの基質認識はそのリン酸化配列周辺のアミノ酸によって
決定され、電荷をもったアミノ酸によって認識配列は特徴づけられる場合が多
い。例えば、 Akt/PKBのリン酸化認識配列は RXXRXRX-Srr-Hydであり(Alessiet 
al. 1996)、Cdkファミリーは srrpXR/Kをリン酸化し、カゼインキナーゼの場合
は負の電荷を持つアミノ酸のクラスターがリン酸化配列の周辺に存在する
(Pinna et al. 1996) 0 MAP kinaseの場合、リン酸化部位の配列は pxsrrpもしく







乳類においては JNKlSAPKの pathwayにおけるlIP/JSAPとERKの pathwayに
おける MP-lが報告されている (Whitmarshet al. 1998; Whitmarsh and Davis 1998; 
Ito et al. 1999; Yasuda et al. 1999; Schaeffer et al. 1998) 0 lIPはJNKlSAPKに対する
two-hybrid screeningによってクローニングされたタンパク質であり、 MAPKKK





がることから、 scaffoldproteinとして働くと報告された (Whitmarshet al. 1998; Ito 
et a1. 1999; Yasuda et a1. 1999)。ごく最近になってショウジョウパエにおいて
JIP-3/JSAP-l (Sunday Driver)がaxsonaltransportにおいて小胞と kinesinを繋ぐ
タンパク質であるという報告がなされ、 JNK/SAPKの scaffoldproteinとしての
機能には疑問がある (Bowmanet a1. 2000) 0 MP-lの機能も、今後の研究がまた
れる。また、ごく最近になって、 s-arrestinが三量体 Gタンパク質の下で MAPKKK
である ASKlとMKK7および JNK3のscaffoldproteinとして機能するという報





基質である可能性も十分あり、今後の研究が待たれる (Xuand Cobb 1997; Cheng 
et al. 2000)。酵母においては、MAPKKである STE7がkinasedomain外でMAPKKK
である STEl1とMAPKである Hoglと結合し、 scaffoldとして働くことが知ら




応の特異性は MAPKKとMAPKの間では厳密に規定されており、 scaffoldprotein 
の必要性を仮定するのは難しい。しかし、 MAPKKKと MAPKKの聞に関して
は、細胞に共発現して活性化を量る、もしくは invitroにおける活性化をみる限
りでは、 MAPKKKは MAPKKに対する特異性が MAPKKとMAPKの関係ほど
には厳密に規定されているわけではないので、 scaffoldproteinの存在も仮定し
















し、それらを介して基質を認識する (Millwardet al. 1999)。また、 PDKlには PKA
や PKCや PRKといった基質を認識する部位 (hydrohobicpocket)があり、酵素
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